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RESUMO: Com a finalidade de desenvolver uma 
tecnologia segura e de baixo custo que possa 
substituir e/ou complementar a adubação fosfatada, 
diversos grupos têm proposto a utilização da 
adubação de áreas de plantio com fontes de fosfato 
insolúvel (Ex.: rochas naturais) em associação com 
microrganismos solubilizadores de fosfato. O 
objetivo deste trabalho foi selecionar 
microrganismos eficientes na solubilização e 
mineralização do fósforo (P), provenientes de áreas 
de minas de fosfato no estado de Minas Gerais. 
Foram coletadas amostras de solos e realizado o 
isolamento de microrganismos, utilizando-se meios 
de cultura contendo Fitato de sódio, como fonte 
orgânica de P, e fosfato tri-cálcio, como fonte 
inorgânica. Para a contagem dos microrganismos, 
0,1 ml de diluições seriadas obtidas a partir do solo 
(10
-4
-10
-5
) foi plaqueado em meios de cultura 
contendo fontes insolúveis de P, conforme citado 
anteriormente. Após o período de incubação, o 
número de colônias formadoras de halo de 
solubilização foi determinado. A partir das amostras 
analisadas, foi obtido e incorporado à coleção de 
microrganismos da Embrapa Milho e Sorgo um total 
de 150 isolados bacterianos capazes de mineralizar 
P. A liberação de fósforo em meio líquido mostrou-
se associada à redução do pH do meio de cultura 
(p<0,05). A partir destas análises, foi possível 
selecionar dois isolados mais eficientes na 
mineralização de P, B4 e B5. No entanto, testes de 
solubilização em meio contendo P inorgânico são 
necessários para avaliar outras características 
destas estirpes e permitindo assim a conclusão 
deste “screening”. 
 
Termos de indexação: mineralização de fosfato, 
microrganismos e fitato. 
 
INTRODUÇÃO 
Apesar de ser destaque na economia nacional, o 
agronegócio brasileiro ainda apresenta alta 
dependência do mercado externo quanto ao 
suprimento dos fertilizantes. Atualmente, cerca de 
50% dos fertilizantes fosfatados utilizados no Brasil 
são importados, o que compromete a 
sustentabilidade da agricultura e a competitividade 
do agronegócio brasileiro no mercado mundial 
(MDIC, 2009), principalmente para grãos.  
Os fertilizantes fosfatados têm como fonte 
principal de P as rochas fosfáticas, que representam 
um recurso natural não renovável. Em alguns casos, 
a solução encontrada para manter uma boa 
produtividade tem sido a adição de fósforo (P) no 
solo na forma de fertilizante fosfatado solúvel, o que 
acarreta na formação de complexos insolúveis com 
os constituintes do solo, deixando apenas uma parte 
do nutriente disponível para o uso das plantas. Com 
isso, há a necessidade de frequentes aplicações 
destes fertilizantes (Novais & Smyth, 1999), que 
apresentam custos elevados e podem causar danos 
ambientais (Simpson et al., 1997).  
Alternativas têm sido buscadas para substituição 
parcial dos adubos solúveis e ou diminuição dos 
custos. Uma delas é o uso de microrganismos 
capazes de solubilizar o P agregado aos fosfatos 
naturais, ao solo e aos restos vegetais para 
aumentar a disponibilidade deste elemento 
(Stamford et al., 2004) para as plantas. Essa 
liberação de fósforo se dá através solubilização de 
fosfatos inorgânicos, associados aos íons Ca, Mg, 
Fe e Al por meio da produção de ácidos orgânicos 
(Kpomblekou & Tabatabai, 1994) e também pela 
mineralização de fosfatos orgânicos como o fitato, 
através da produção de enzimas fosfatases, como 
as fitases (Ghorbani-Nasrabadi et al., 2012). 
Os microrganismos solubilizadores de fósforo 
(MSP) são comuns no solo, compreendendo 
bactérias (1 a 50% da população total de MSP) e 
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fungos (0,5 a 1,0% da população total de MSP) 
(Kucey, 1983). A relação entre os MSP e as plantas 
é mutualística, na qual o fosfato disponibilizado 
pelos microrganismos pode ser absorvido pelas 
plantas e os compostos carbônicos fornecidos pelas 
plantas podem ser metabolizados pelos 
microrganismos da rizosfera (Pérez, et al., 2007).  
Diversas espécies de microrganismos têm sido 
avaliadas a partir do potencial de solubilização de 
fontes insolúveis de fósforo, como as rochas 
fosfáticas e as fontes orgânicas de P. Neste sentido, 
este trabalho teve como objetivo isolar 
microrganismos potencialmente eficientes na 
solubilização e mineralização de P de locais 
próximos a áreas de mineração no estado de Minas 
Gerais.  
MATERIAL E MÉTODOS 
 
Foi efetuado isolamento de microrganismos 
solubilizadores e mineralizadores de fosfato a partir 
de amostras de solos coletadas nas margens de 
estradas próximas a uma área de mineração no 
município de Vertentes, no estado de Minas Gerais.  
 
Isolamento de microrganismos solubilizadores e 
mineralizadores de P 
 
Amostras de 1g de solo foram suspensas em 
9 ml de solução salina (NaCl, 0,85% p/v) e agitadas 
durante 40 minutos, em temperatura ambiente, em 
agitador de mesa rotatório. Em seguida, a 
suspensão foi mantida em repouso por 10 minutos. 
Para a contagem dos microrganismos foram 
realizadas diluições seriadas decimais de 10
-1
 a 10
-5
, 
em duplicata. Em seguida, alíquotas de 0,1 ml de 
cada diluição foram transferidas para placas 
contendo o meio de cultura sólido Fitato (Richardson 
et al., 2001) e NIBRIP (Nautiyal, 1999), para 
observação da formação do halo transparente em 
torno das colônias, indicativo de 
solubilização/mineralização (Figura 1). Depois de 
verificada a formação de halo, as colônias distintas 
foram estriadas e purificadas, com o objetivo de 
formar colônias isoladas para estoque em óleo 
mineral. Após a caracterização fenotípica, as 
colônias formadoras de halo, foram transferidas 
novamente para o meio de origem, para que o halo 
pudesse ser medido. Para obter uma colônia com o 
formato circular, uma suspensão de células foi 
plaqueada em forma de gota (0,02 ml/região). Cerca 
de 20 dias após o plaqueamento, foi realizada a 
medição do halo. O critério utilizado para obtenção 
do diâmetro do halo foi o seguinte: diâmetro total 
(colônia + halo) – diâmetro da colônia.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 1- Aspecto de formação de halo por microrganismos 
solubilizadores e miralizadores de P. 
 
Análise do potencial das estirpes na 
mineralização de P  
Para a realização desta etapa, dos 150 isolados, 
foram selecionadas oito (bactérias) com maior 
tamanho de halo. A capacidade de solubilização de 
fósforo orgânico destas estirpes foi avaliada 
quantitativamente. Para a análise quantitativa de 
mineralização de P, suspensões bacterianas, 
contendo 10
9
 células mL
-1
 foram inoculadas em 
meios de cultura contendo exclusivamente fontes 
orgânicas de fósforo (Richardson et al., 2001) e 
incubadas a 27°C, sob agitação, durante um total de 
9 dias. O conteúdo de fósforo solúvel (Murphy & 
Riley, 1962) e o pH do meio de cultura foram 
determinados a cada intervalo de três dias.  
Análise estatística 
Todos os experimentos foram realizados em 
triplicata e os dados foram submetidos à análise de 
variância e as médias foram comparadas utilizando-
se o teste de Scott-Knott (p≤0,05), programa 
SISVAR (Ferreira, 2010). Foi utilizada a correlação 
de Pearson (p≤0,05) para comparação dos 
parâmetros analisados.  
 
RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 
Isolamento  
A partir das amostras analisadas, foram obtidos 
150 morfotipos diferentes, com base na 
caracterização fenotípica e formação de halo ou não 
(Figura 1). Isso indica que no respectivo substrato, 
proveniente de áreas de afloramento de rochas 
fosfáticas, encontra-se uma grande diversidade de 
microrganismos capazes de solubilizar e/ou 
mineralizar o fósforo.  
 
Formação de halo de solubilização 
O diâmetro do halo variou significativamente entre 
os isolados avaliados (Tabela 1), evidenciando 
variabilidade genética entre as bactérias. O meio de 
cultura utilizado contém fonte insolúvel de fósforo, 
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na forma de fitato de sódio ou fosfato tri-cálcio, que 
quando na presença de cloreto de cálcio e 
substâncias liberadas pelos microrganismos, como 
ácidos orgânicos e enzimas, sofre processo de 
mineralização ou solubilização, respectivamente.  
Este processo é evidenciado através da formação 
de um halo translúcido em torno das colônias de 
microrganismos que apresentam este potencial 
(Nautiyal, 1999; Souchie et al., 2005).  
Os isolados, B4 e B5, apresentaram o maior 
tamanho de halo, indicando maior potencial de 
solubilização. Segundo alguns autores, o potencial 
de solubilização de fosfato é proporcional ao 
tamanho do halo e a relação com o tamanho da 
colônia (Whitelaw et al., 2000). Entretanto, neste 
estudo, não foram encontradas correlações 
significativas entre o tamanho do halo e a liberação 
do fósforo em meio líquido (Tabela 1).  
 
 
Tabela 1 – Fósforo liberado em meio contendo fitato de sódio, 
pH e diâmetro do halo de solubilização de bactérias provenientes 
de áreas de mineração 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 2. Valores de pH dos isolados de bactérias (B1 a B8), 
crescidos em meio líquido contendo fitato de sódio, durante 9 
dias de incubação. Barras indicam o erro padrão da média de 3 
repetições.  
 
 
 
 
Figura 3. Taxa de liberação de fósforo em meio líquido contendo 
fitato de sódio, por 8 isolados de bactérias (B1 a B8), durante 9 
dias de incubação. Barras indicam o erro padrão da média de 
três repetições.  
 
Potencial de mineralização de P 
 O pH final diferiu significativamente entre os 
isolados (Tabela 1). Ocorreu diminuição do pH para 
todas as estipes avaliadas, durante os 9 dias de 
incubação (Figura 2). Foi observada uma correlação 
negativa entre estes valores e a taxa de fósforo 
mineralizado para cada bactéria (Figura 3), 
indicando a relação entre a liberação de fósforo na 
presença de fosfato orgânico e a acidificação do 
sobrenadante de cultura. 
A mineralização do IP (inositol fosfato = fitato de 
cálcio) no ambiente terrestre é atribuída a grupos 
especiais de fosfatases, as fitases (myo-inositol 
hexafofato fosfohidrolases). Estas enzimas, que 
pertencem à família das fosfatases ácidas 
compartilham uma sequência aminoacídica padrão 
e são capazes de catalisar a hidrólise de ligações 
fosfomonoester do fitato, criando formas menos 
complexas de myo-inositol fosfato e fosfato 
inorgânico (Wodzinski & Ullah, 1996). 
A eficiência das estirpes testadas em mineralizar 
P indica a produção de enzimas do grupo 
fosfatases, no entanto, estudos posteriores serão 
realizados para a determinação da atividade de 
enzimas do grupo fosfatases para estas condições 
de cultivo. 
Ocorreu também variação significativa entre os 
valores de P total mineralizado entre as bactérias 
avaliadas (Tabela 1). Os diferentes valores de pH e 
de liberação de P encontrados nas estirpes testadas 
indicam a existência de variabilidade genética entre 
elas. 
Neste estudo, o maior valor de fósforo total 
liberado foi de 12,84 mg L-1 (Tabela 1), pelo isolado 
B4, que apresentou também maior tamanho de halo. 
Indicando que esta estirpe é promissora para testes 
de uso como inoculante em culturas de grãos. 
Apesar de não apresentarem diferença significativa 
entre os isolados, os valores de taxa de 
solubilização chegaram a superar 30 mg L
-1
, valor 
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médio encontrado por Oliveira e colaboradores em 
trabalhos anteriores (Figura 3). Sugerindo que todas 
as estirpes testadas são promissoras para estudos 
envolvendo a produção de inoculantes. 
 
CONCLUSÃO 
 
Os isolados testados apresentaram variação 
significativa entre si, para os valores de pH, fósforo 
liberado e tamanho de halo. 
Foi possível avaliar os isolados e selecionar, com 
base na formação de halo e potencial de liberação 
de P em meio líquido, duas bactérias, B4 e B5. No 
entanto, outros testes, de solubilização em meio 
contendo P inorgânico, são necessários para a 
conclusão deste “screening”. 
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